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【緒言】

慢性炎症は,生活習慣病,痩,自己免疫疾ノ乱 さらに神経疾瓜等の発症および進展に深

く関与することが今日知られているO慢性炎症におけるプロセスには,免疫担当細胞のKL

潤,血管新生,組織のリモデリング,そして線維化がある｡近年,慢性炎症の波及に必須な
幼君な毛細=IIL管の新生をターゲットにした研究が報告され始めているo

血管新生-#導因子の一つであるangiogenillは.ヒト結腸赫細胞株HT･29の培養上清から
単IiffCされたアミノ酸 123個からなる分子量14.4kDaの血管新生所尊因子であり,リボヌク
レアーゼ活性を持ち,リボヌクレアーゼA(RNaseA)と33%の相同性があることが報告

されているOそして,癌の増殖や転移に関与する血管新生において中心的な役割を果たす

と考えられ,近年では,糖尿病や関節リウマチに代来される慢性炎症性疾魁の発症や進展

にallgiogeninの関与が示唆され始めている｡さらに,口腔内の慢性炎症性疾患である歯周
炎羅息仏者の歯肉溝穆出織中においても,al1giogeninの産生が克准するとの報告があるo

このようにangiogenl'nが慢性炎虻性疾患の発症および進展にも快.'J与する可能性が示唆され
るものの,詳細なメカニズムは未だ不明な点が多い｡

一方,このangiogeninの産生を特異的に阻嘗する物肝として報告されているものに,分
子出 154.16の有機物であるterreinがある.これは,麹微の仲間であるA.ypL,1･gi/Iusterreuj･
の代謝捌勿として雅兄されたもので,天鰯 由出物は前立腺癌細胞由来のLNCaPICR細胞に
おける angiogcninの産生を有音に抑制する-一方で,JllL管内皮細胞増殖因子 (VEGF)の産
生には形轡を及ぼさないことが報告されている0

本研究では,口腔内の慢性炎症性疾患である歯周炎の痛憤にangiogeniLlが関与すると仮

定し,歯川組織を主に柄井する軌勾線維芽細胞を用いて,各種炎虻性サイ トカインが

angiogenillの産生性に及ぼす影響を検討したOさらに,有機化学的に合成した(+)-terreinを

用いて,angiogeninの産生をfl'ilj御することが可価かどうか検討したO

【材料および方法】

1.細胞および培養:ヒト単球系細胞株 THP-1は,ウシ胎児血清を 10%の割合に含む

R♪M11640を用いて,37oC,5%CO2存在下で培養した｡そして,phorbol12-myristate

13_acelafe(PMA;最終机度 10nM)でマクロファージ様細川包-分化させた｡また,ヒ

ト歯肉線緋芽細胞 (HGFs)は,ウシ胎児血清を10% の割合に含むDMEM培地を用い

て,37℃,5%CO2存在下で培養した｡

2.炎症性サイトカイン:リコンビナントヒトiL-6(IL-6),リコンビナントヒト可溶型 IL-6

受容体(STL-6R),リコンビナントヒトTNF-α(TNF-α)およびリコンビナントヒトIL11β

(IL-1β)を用いた (R&DSystems,Minneapolis,MN,USA)｡



■

3.(+)-terreinの合成:(+)-terre1.nは,Altenbachらの報告を一部改変し,有機化学的に合成
したものを用いた (岡山大学大学院自然科学研究科工学部 化学生命系学科合成プロセ

ス化学研究室,前代大樹幡士から供与)｡合成した(サte汀einの立体横地は,lHおよび
13Cの核磁気州 .I.1･(NMR)を用いた炭素骨格によって.また高分解能'EH.t分析 (FAB)
を用いた分子･lIL･洲定によって,確認されているoまた,l･:.I;速継体クロマトグラフィーに
よる光学純度 (>98% 鏡機体過剰率)と比旋光度の比較によって,天然物と同一の鏡像

異性体であることも柵謎されている｡

4.(+)-terreinの細胞障害性の検討:HGFsに(十)-terreinを添加した際の細胞増姉活性-の影
響と細胞数-の彫轡は,MTT法および蛍光免疫Llと色法で調べた0

5.度生されたangiogeninおよびVEGFの定量.Imp-1及びHGFsに(+)-lelTejn(10と20pM)
を30分間作用させ.IL-6およびslト6R(各々0-50】1g/ml),TNF-αおよびIL-1β(とも
に･0-1'1g/nll)を捌 IしたO培袈上摘中へ産生されたangiogel1inおよびVEGF量は,市
販のELISAキット (R&D)を用いて測定した｡

6.lL-6/Sル6R刺激時における細胞内シグナル伝達系に及ぼす影響の検討:上記5での条件

下での細胞内シグナル伝達系の変化は,ウェスタンブロット法を用いて検出した｡

7･統計処理 ･･各結果は,対応のない群間のStudeJlt'st-teSIを用いて検定した｡なお,p値
が0.05以下をもって有意差ありと判定した｡

【結果】

1.HGFsは,an由oncn)'nを恒常的に産生しており,その産生はIL-6/SIL-6Rの刺激によっ

てIJl.iLhL,TNF-aによって抑制され,TL-]βは影轡を及ぼさなかったOなお,THP-1は,

.lngiogeninを産生しなかった0
2.(+)-terreinは20pMまでは細胞師事性を示さず,礼-6/SIL-6R添加によって克進した

angiogel1inの産生を抑制し,さらにTL-6/sm-6Rおよび IL-1β添加によってIJl.進した
vEGFの産生を抑制したOまた,rL-6/SIL-6R添加によって誘導された sTAT3,
ERKl/2,そしてJNKl/2のタンパク質のリン酸化を抑制したO

【考察】

急性炎症期に産生が克進するTNF-αはHGFsにおけるangiogeninの産生を抑制した｡血

管新生因子であるal1giogeninは腫療増殖に関与する因子となることを考慮すると,腫療壊
死因子としてのTNF-αがその産生を抑制するのは生体反応として自然なのかもしれないO

しかし,その抑制メカニズムは不明であり,今後検討が必要である｡

一方,慢性炎･lLi期に産生が克進するIL-6/sm-6RはHGFsにおけるaJlgiogeninの産生を冗
過したoHGFsはTL-6/STL-6RのqjIJ激により,VEGFの産生をIJIJ准して,血管新生を惹起し,

歯周炎の痛憤悪化に関与する可能性があると報告されているOまた,allgiogeninは VEGF

によるJlJL管新生も制御する可能性があるという報告もあることから.nngiogeninが舶周炎
の痛憤悲化にも深く関与することが示唆される｡

今回用いた(+)一terreinは,組織構築の一つである線維非細胞に対してIL-6/STL-6R妨単性

angiogeninの産生,そしてVEGFの産生を抑制したoすなわち,(+)-ter,･cinには捌 R織周囲
に存在する正常組織からの血管新生誘導因子の提供を阻害する効果が期待できると考え

る｡

本mr･究結果から,(+)-terreinを用いることによって,lllgiogeninによる血管新生を制御する
ことができれば,癌領域や慢性炎症領域におけるangiogeninを起点とした新しい治療ター
ゲット開発-の一助になると考える｡

【結論】

HGFsにおいてangiogeninは恒常的に産生されており,Ⅰし6/SIL-6R添加によって有意に

その産生が克進した｡一方,(+)-terret'nはIL-6/SIL-6R肪導性 angiogen.'nの産生元準を無添
加時と同程度まで抑制した｡



学位論文審査結果の要旨

慢性炎症は,生活習頒病,描,自己免疫疾患,さらに神経疾患等の発症および進展に深く関与す

ることが今日知られている｡健性炎症におけるプロセスには,免疫担当細胞の浸潤,血管新生,級
織のリモデリング,そして線維化があるD近年,慢性炎症の波及に必須な脆弱な毛細血管の新生を

ターゲットにした研究が報告され始めている｡

血管新生誘導因子の一つであるangioge-血 は,ヒト結腸櫛細胞株 HT-29の培養上清から単離され
たアミノ酸 123個からなる分子量 14.4kDaの血管新生誘導因子である｡そして,癌の増Wl'や転移に
関与する血管新生において中心的な役割を果たすと考えられ,近年では,糖尿病や関節リウマチに

代表される個性炎症性疾患の発症や進展にangJ'ogeninの関与が示唆され始めているOさらに,口腔内

の慢性炎aIl!_性疾患である歯周炎作曲患者の歯肉構搾出繊中においても,allg)'ogcllinの産生が冗進する

との報告がある｡このようにangiogcninが慢性炎症性疾患の発症および進展にも関与する可能性が示
唆されるものの,詳細なメカニズムは未だ不明な点が多い｡

一方,この angiogenirLの産生を特異的に阻笹する物質として報告されているものに,分子

量 154･16の有機物であるterreinがあるoこれは,麹微の仲間であるAspe_rgiZlusterreusの代
酎産物として発見されたもので,天然抽出物は前立脱癌ktrlT胞由来の LNCap-CR細胞における

angiogeninの産生を有意に抑制する一方で,血管内皮細胞増殖因子 (VEGF)の産生には影響
を.及ぼさないことが報告されている｡

本研究では,口腔内の慢性炎症性疾患である歯周炎の痛憤にangjogeninが関与すると仮説を立てて
研究を行った｡

研究結果は,以下の内容であった｡

I) HGFにおいて,aJlgiogenirlは恒常的に産生されてお り,その産生はIL-6/SIL-6Rの刺激
によって冗進 し,TNF･αによって抑制され,lLllβは影響を及ぼさなかった｡なお,
マクロファージ様細胞に分化誘導したTHP･1はangiogeninを産生 しなかった｡

2) 有機化学的に合成した(+)-terreinは20pMまでは細胞怖宰性を示さず,IL16/SIL-6R添加によっ

て冗進したangiogeninの産生を抑制し,さらにfL･6/sm-6RおよびIL11βの添加によってIJIJ進し
たVEGFの産生を抑制したOまた,IL-6/SIL-6R添加によって誘導されたsTAT3,尼RKl/2,そ
してJNKl/2のタンパク質のリン酸化を抑制した｡

I
以上のことから,angjogeninは慢性炎症性疾患である歯周炎において病態悪化に関与して

いる可能性が示唆されたOまた,線維芽細胞においてIL-6により克進 したangjogenjnおよび

vEGFの産生を(+)-terreinが平常時まで抑附け ることから,(+)-terTeinには癌組織周囲に存在する
正常組織からの血管新生誘導因子の提供を阻害する効果が期待で′きる｡今回の成果は,癌のみなら

ず慢性炎症におけるangiogenhを起点とした新しい治療ターゲット閑雅の一助となるo

以上に基づき,審査委員会は本申請論文が博士 (歯学)の学位輸文として価値があるもの

と認めたO


